
 137-145 صفحات 82بهار / ناباروري امه باروري وفصلن

  بر تشكيل پرونوكلئوس با اندازه نامساوي اسپرماختلالات كروماتين 
 ICSI و  IVFدر 

 
  ،M.S.(4( افسانه مافي ،3).Ph.D( محمد مرداني، 3).Ph.D( شهناز رضوي، 1،2،3).Ph.D(  اصفهانينصر حسين محمد

 .M.Sc.(4(حسابي توفيق صفورا ،4).M.Sc( مقدم باسع
  .ايران علوم پزشكي ايران، تهران،  واحد، پژوهشكدة رويان، جهاددانشگاهيو آندرولوژي شناسي استاديار، گروه جنين -1
  .، اصفهان، ايرانمركز باروري و ناباروري اصفهان ،شناسي جنينگروه مسئول  -2
  . ايران.، اصفهاناصفهانو خدمات بهداشتي، درماني  پزشكي علوم دانشگاه، پزشكي  دانشكده،شناسي جنين گروهاستاديار،  -3
 .شناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني اصفهان، اصفهان، ايران گروه جنينمربي، -4
 
 
 

 
 
 

 
گزينـي و     لانه ،رويانتواند بر كيفيت     ها مي   مرفولوژي و وضعيت قرارگيري پرونوكلئوس     ،اندازهمختلف   تحقيقاتبراساس  

 ،SDS ، آنيلـين بلـو    ،CMA3( بلوغ كروماتين اسـپرم      تستهاي در اين تحقيق رابطه احتمالي بين        .حاملگي تأثير داشته باشد   
SDS+EDTA (  آوري   ي جمـع  ها نمونه .دش نامساوي ارزيابي    پرونوكلئوسداراي  جنينهاي   اسپرم با درصد     شاخصهايو

 مرفولـوژي اسـپرم همچنـين       ،تحـرك  ،ارزيـابي غلظـت   بـراي    ،ندنمود مراجعه IVF و ICSIبراي  بيماري كه    115از   شده
 در ساعت پس از مجاورت اسپرم بـا تخمـك           19 تا   17.  استفاده شد  ،سازي  و بعد از آماده    قبلتستهاي بلوغ هسته اسپرم     

IVF يا ICSI، رابطـه بـين درصـد زيگوتهـاي بـا           وشدند   امتيازدهي زيگوتها   ،ها  توجه به حضور و اندازه پرونوكلئوس      با 
بـين درصـد زيگوتهـاي بـا         . هسـته اسـپرم تعيـين گرديـد        بلوغاسپرمي و تستهاي    اخصهاي  شپرونوكلئوس نامساوي با    

 توانـايي و   )آميـزي آنيلـين بلـو      با رنـگ  (و هيستون اضافي    ) CMA3به روش    (پروتامينپرونوكلئوس نامساوي و كمبود     
 امـا در    ؛ بدسـت آمـد    ICSIدر بيمـاران    دار   يك رابطه مثبـت معنـي     ) SDS+EDTA(كروماتين اسپرم براي خروج از تراكم       

هـاي بـا پرونوكلئـوس نامسـاوي         با درصد زيگـوت    مذكورهاي   اسپرمي و تست  شاخصهاي  از   بين هيچ يك     IVFبيماران  
 تقسيم كنيم در هر     %30 و بيش از     %30 كمتر از    مثبت CMA3در صورتيكه بيماران را به دو گروه         ،اي مشاهده نشد   رابطه

 نامساوي و ميزان لقاح در دو گـروه         پرونوكلئوساري بين درصد زيگوتهاي با      د  اختلاف معني  يك IVF و ICSIدو روش   
و كيفيـت  ين نه تنها اثر مستقيم بر ميزان لقاح مات مهم است چون كمبود پرو بسيارارزيابي وضعيت كروماتين    . بدست آمد 

. گـذارد   مـي  تـأثير  IVF و ICSIدر هـر دو روش      بر روي تكامل رويان     براساس نتايج اين مطالعه     پرونوكلئوس دارد بلكه    
در احتمـال دارد   زيـرا  ؛ غيرطبيعي ممكن است به واسطه تشكيل غيرطبيعـي پرونوكلئـوس باشـد            كروماتينتأثير وضعيت   

 .  اسپرم با كروماتين غيرطبيعي به داخل اووسيت تزريق شودICSI روش
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 مقدمه
يند چند فاكتوري است كه در طي آن اسـپرم          القاح يك فر  

و ژنـوم پـدري را بـه داخـل        كند    ميبه داخل تخمك نفوذ     
 ،هـاي لقـاح    امـا يكـي از ويژگـي      . نمايد اووسيت منتقل مي  
شــدن اســپرم غيرطبيعــي بــه داخــل  جلــوگيري از داخــل

 احتمـال   ، در طي لقاح طبيعـي در بـدن        .باشد اووسيت مي 
غيرطبيعي به محل لقاح به حـداقل ممكـن         رسيدن اسپرم   

ــه در؛رســد مــي ــراه اســپرم طبيعــي  IVF1 در حاليك  ،هم
شوند و   اسپرمهاي غيرطبيعي نيز با اووسيت مجاور مي      

 ممكــن اســت توانــايي   يياســپرمهاچنــين در نتيجــه 
 ICSI2  امــا روش؛بــاروركردن اووســيت را پيــدا نماينــد

 عنــوان يــك روش مــؤثر در درمــانه بــ ،IVF بــرخلاف
ناباروري مردان با اسپرمهاي غيرطبيعي در نظر گرفتـه         

وجــود درصــد بــالايي از بــاروري ايــن  بــا  وشــود مــي
ــول در روش    ــل قب ــاملگي قاب ــده  ICSIوح ــزارش ش  گ

آنوماليهاي متعددي در اسپرم گـزارش شـده         )1،2(است
كه از جمله مورفولـوژي غيرطبيعـي اسـپرم و آنـالومي            

تبـاط بـين آنوماليهـاي      ار. توان نام بـرد     كروماتين را مي  
 و تـا حـدي      IVFذكر شده با ميزان لقاح بطور وسيع در         

 از ميـان شاخصـهاي      .)3،4(  مطالعه شده اسـت    ICSIدر  
 مرفولوژي اسپرم و ،هاي عملكرد اسپرم اسپرمي و تست

آنوماليهاي كروماتين بالاترين ارتباط مستقل را با ميزان 
ي از آن   تحقيقـات ديگـر حـاك     ). 5(دهند باروري نشان مي  
 ميزان لقاح اسپرم با مرفولوژي      ICSIاست كه در روش     

 ). 6( كمتراست،و كروماتين غيرطبيعي
ــر  ــت قرارگ ــوژي و موقعي ــيش فتنمرفول ــا در  هســته پ ه

 شــامل ،بعـد از لقـاح  تكامـل  زيگـوت نيـز بـرروي رونـد     
ــأثير دارد   ــاملگي ت ــزان ح . تشــكيل بلاستوسيســت و مي

ختلفــي بــراي  و راهنماهــاي م3هــاي امتيــازدهي سيســتم
ــاب  ــي انتخ ــا جنين ــكيل   ب ــراي تش ــايي ب ــترين توان بيش

 ). 10-7(گزيني وجود دارد بلاستوسيست و لانه
                                                           
1-In Vitro Fertilization  
2-Intracytoplasmic Sperm Injection 
3-Scoring 

 كـاهش تعـداد انتقـال       ،هاي امتيـازدهي   سيستماين  هدف  
رويان به رحـم و بـه دنبـال آن كـاهش ميـزان حـاملگي                

هـا   اسـاس امتيـازدهي ايـن سيسـتم       . باشد چندقلويي مي 
هـا و توزيـع       تعداد هستك  ،ها ستهه  پيشتركيبي از اندازه    

هـا انـدازه    بنـدي  هر چند در ميان اين دسته    . باشد آنها مي 
 اين بدين معنا اسـت      .ها كمترين امتياز را دارد     هسته  پيش

هـاي نامسـاوي كمتـرين       هسته  پيشداراي  هاي   كه رويان 
توانايي را براي تشـكيل بلاستوسيسـت و بـه دنبـال آن             

 ). 9-7(گي دارندگزيني و در نتيجه حامل لانه
مطالعات محققين بيانگر اين است كه غير مساوي بـودن          

تواند مربوط بـه تغييـرات بعـد از بلـوغ            ها مي  هسته پيش
هسـته    كه نتيجـه آن يـك پـيش        ،هاي مسن باشد   اووسيت

واضح و سر اسـپرم متـراكم يـا بـا تـورم      و   بزرگ   ةماد
 ). 11(جزئي است

ننـد هيسـتون    اسپرمهاي دچار آنوماليهاي كرومـاتين ما     
اضافي يا كمبود پروتامين هنگامي كه وارد اووسيت بالغ 

ــاتين   مــي ــراكم زودرس كروم  PCC(4(شــوند مســتعد ت
عملكرد فـاكتور پيشـبرنده تقسـيم       كه علت آن    گردند    مي

MPF5   ــي ــتوني غيرطبيع ــاختار هيس ــر روي س ــال ب  فع
و مــدت زمانيكــه ) 12،13(باشــد مــيموجــود در اســپرم 

ج از تراكم زودرس كروماتين به      هسته اسپرم براي خرو   
هسـته نيـاز      و تبديل شدن به پـيش      PPCC(6(طور نسبي   

. شود ها مي  هسته شدن اندازه پيش   دارد موجب نامساوي  
هـاي   هسـته   پـيش سلولهاي تخـم داراي     لذا روياني كه از     

 اســتعداد كمتــري بــراي ،نامســاوي تشــكيل شــده باشــد
املگي  ح ـ هنتيج ـدر  گزينـي و      لانه ،تشكيل بلاستوسيست 

 ). 9 ،7(دارد
در نامسـاوي بـودن     مـؤثر   در نتيجه مطالعة شاخصهاي     

هـدف ايـن مطالعـه      . رسـد   ضروري بنظر مي   ،هسته  پيش
ــد     ــپرم مانن ــاتين اس ــاي كروم ــأثير آنوماليه ــي ت بررس

 ناپايـداري   ، هيسـتون اضـافي    ،اختلالات كمبود پروتامين  

                                                           
4-Premature Chromatin Condensation 
5-Meiosis Promoting Factor 
6-Partial PCC 
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به ترتيب   توانايي اسپرم براي خروج از تراكم        ،كروماتين
ــه  ــگ بـ ــهاي رنـ ــزي  روشـ  ،CMA31، AB2، SDS3آميـ

SDS+EDTA   و مرفولــوژي اســپرم بــر تفــاوت انــدازه
 . استICSI و IVFها بعد از  هسته پيش

 
 مواد و روشها

  زوج نابــارور115هــا از  نمونــه: ســازي اســپرم  آمــاده -
بـه مركـز بـاروري و نابـاروري اصـفهان           كننده    مراجعه

 60 و   ICSIعمـل   د   نفر از اين تعداد كاندي     55. بدست آمد 
 3-4  بعـد از   4هاي مني  نمونه.  بودند IVFعمل  نفر كانديد   

آوري و جهـت اسـتفادة از         جمـع  ،روز پرهيز از نزديكـي    
 قسمت عمـده نمونـه بـا پركـل         ICSI و   IVFاسپرم براي   

)Seromed-Germany ()50-70-90 (سازي شـد و     آماده
 بخـش باقيمانـده نمونـه    ،بعد از تلقيح اووسيت و اسـپرم   

آنـاليز و بررسـي آنوماليهـاي مرفولـوژي         بـراي   سپرم  ا
 و )AB(بلـو  اسپرم و بررسي كروماتين بـه روش آنيلـين        

CMA3، SDS، EDTA+SDS      مورد استفاده قرار گرفـت 
 . اسپرم براي هر شاخص شمارش شد200و 
 :بلو آميزي آنيلين ارزيابي هيستون اضافي در روش رنگ -

ه روي يـك لام     با قراردادن يك قطـره از مـايع سـيمن ب ـ          
لام ديگري كه بـا زاويـة       تميز و كشيدن اين قطره توسط       

ــد    045 ــه ش ــمير تهي ــه اس ــرار دارد از نمون .  روي آن ق
   دقيقــه در گلوتــار آلدئيــد   30اســميرها بــراي مــدت   

)Sigma-USA( 3 %  مــــولار2/0در بــــافر فســــفات  : 

)14ml NaH2PO40.2 M + 36ml Na2HPO4 0.2 M pH=7.2(5 ثابت 
در اسـيد اسـتيك     % 5بلو   رها با رنگ آنيلين    سپس اسمي  و
 ).14(ندآميزي شد  دقيقه رنگ5 به مدت pH = 5/3با ،4%
آميـــزي  ارزيـــابي كمبـــود پروتـــامين توســـط رنـــگ  -

متـانول   (6ها در محلول كارنوي    نمونه :A3كرومومايسين  

                                                           
1-Chromomycin A3 
2-Aniline Blue 
3-Sodium Dodooyl Sulfate 
4-Semen 
5-Fix 
6-Carnoy  

در درجه حرارت   ) 3:1با اسيد استيك گلاسيال به نسبت       
0C4    هـاي   سپس از نمونه  . ند دقيقه ثابت شد   5براي مدت

ــد     ــه ش ــمير تهي ــده اس ــت ش ــراي . ثاب ــگب ــزي  رن آمي
 ml100 دقيقـه در     20 هر اسلايد به مدت      ،كرومومايسين

 كــه در بــافر mg/ml 25/0 بــا غلظــت CMA3از محلــول 
 + مـولار  1/0 اسيد سيتريك    ml 7(الوين حل شده بود      مك

ml9/32 Na2HPO47H2o 7=pH   حــاوي كلريــد منيــزيم 
mM10 ( شـو  تسپس اسلايدها بـا بـافر شس      . فتقرار گر

 7مونــت) 1:1(داده شـد و بــا بــافر گلســيرول بــه نســبت  
آناليز ميكروسكوپي بـا ميكروسـكوپ فلورسـنت        . گرديد

(Japan-Nikon-Eclipse600)ــر مناســـــب ــا فيلتـــ   بـــ
nm 600-470  با تعيين درصد اسپرمهاي .صورت گرفت 

و اسـپرمهاي بـا   )  مثبـت CMA3(با رنگ زرد درخشـان     
ارزيابي ميـزان كمبـود     )  منفي CMA3(زرد كمرنگ   رنگ  

 ).5(پروتامين انجام شد
 و ميـزان خـروج از       SDSتست پايداري كروماتين اسـپرم       -

 از اسپرمي كه بـا روش پركـل         SDS+EDTA ml50:تراكم  
بــافر  در SDS% 1محلــول  ml350 بــا ،آمــاده شــده بــود

ــورات  ــديم ~ M05/0) 9=pH( ml400بـ ــورات سـ  تترابـ
ml2/4+ M1/0 NaOH ml88 (  ــد از ــوط و بعــــ مخلــــ

 واكـنش  ،C037  دقيقه در دمـاي    60 به مدت    8اسيونانكوب
 در بورات بافر% 5/2بوسيله حجم معادل از گلوتارآلدئيد 

M5/0    ــد از ــته بع ــورم هس ــد و وضــعيت ت ــف ش  متوق
سـپس  .  مورد بررسي قرار گرفـت     9آميزي با گيمسا   رنگ

 .درصد ناپايداري يا تراكم اسپرم تعيين شد
 ،SDS 1%ه محلـول  ب ـ،SDS+EDTA  انجـام روش جهـت 

mM6، EDTA           اضافه شد و بقيـه مراحـل مطـابق روش 
SDS15( انجام گرفت.( 

 گـر  براي شـمارش اسـپرمها از شـمارش        :بررسي اسپرم 
Chamber Makler  ــي ــد از ب ــتفاده و بع ــت اس ــردن  حرك ك

كننده تعداد بصورت ميليـون      اسپرمها با يك محلول ثابت    

                                                           
7-Mount 
8-Incubation 
9-Gimsa  
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درصد حركت با بررسي مسـتقيم      . شدليتر بيان    در ميلي 
آميـزي   ميكروسكوپي ارزيابي و مرفولوژي بوسيله رنگ     

ــا تكنيــك   ــانيكولا مطــابق ب  بررســي Strict Criteriaپاپ
 ).16(گرديد
آوري  سونوگرافي جمـع  تخمكها تحت هدايت     : IVFروش  

 كشت و پـس     1 در زير روغن   IVF-20و سپس در محيط     
لقاح بوسـيله   وقوع  .  تلقيح شدند  IVF-20از آن در محيط     

 ســاعت بعــد از تلقــيح 17-19 ،2ميكروســكوپ معكــوس
 .بررسي شد

ــع  :ICSIروش  ــد از جم ــكآوري  بع ــا تخم ــيط،ه   در مح
IVF-20 حــاوي هيالورونيــداز IU/ml80) Sigma-USA (

تخمكهـا  سـپس   . به مدت كمتر از يك دقيقه انكوبه شـدند        
شستشو داده شـد تـا هيالورونيـداز از محـيط حـذف و              

ســرانجام . جــدا شــوداي اطــراف اووســيت نيــز ســلوله
 هــــاي برهنــــه شــــده بــــه محــــيط كشــــت تخمــــك
HEPES+HAM’S     فـالكون  ظـرف كشـت      زير روغن در

اسپرمهاي . مخصوص ميكرواينجكشن انتقال داده شدند    
ــر  ــده در قط ــاده ش ــد PVP اتآم ــرار گرفتن ــر .  ق در زي

ــاظ    ــپرم از لحـ ــرين اسـ ــوس بهتـ ــكوپ معكـ ميكروسـ
ا انتخـاب و بوسـيله سـوزن        مرفولوژي از ميان اسـپرمه    

هـاي   تخمـك . تزريق شـد تخمك ميكرواينجكشن به داخل  
هاي مسـن و     تخمك انكوبه و    G1.2تزريق شده درمحيط    

 .نارس از اين مطالعه حذف شدند
 وجـود   ،ر طي بررسي لقاح   د :ها هسته بررسي اندازه پيش  

ها زير ميكروسكوپ معكـوس ثبـت و         هسته و تعداد پيش  
صـفحة  پيش هسـتة غيرمسـاوي از       بررسي اندازه   براي  

ــايش  ــد    نم ــتفاده ش ــكوپ اس ــه ميكروس ــل ب دو . متص
مطـابق  % 15هسته كه اخـتلاف بـين آن دو بـيش از             پيش

  . غيرمساوي در نظر گرفته شدند فرمول زير باشد
ــين قطــر دو  ــيشتفــاوت ب ــرين هســته پ ــه قطــر بزرگت  ب

درصــورتيكه اخــتلاف دو  . 100 ضــربدرهســته پــيش

                                                           
1-Sigma- mineral oil 
2-Invert 

باشد بعنـوان مسـاوي در نظـر        % 15 كمتر از    هسته  پيش
 .گرفته شد

روش ارائـه   اسـتانداردكردن طبـق      :استانداردكردن نتايج 
بدين ترتيـب كـه     ). 5(انجام شد شده در مقالة قبلي مؤلف      

ــابي  ــلول در 100ارزيـ ــدان 10 سـ ــد  ميـ ــاوت ديـ متفـ
از همـان نمونـه منـي      )  سلول 1000جمعاً  (ميكروسكوپي  

 تعيــين  و جهــت3جهــت تعيــين ضــريب خطــاي بيرونــي
هـاي ارزيـابي بلـوغ      انجـام تسـت   4ضريب خطاي دروني  

 نمونه مختلـف    5 سلول در    200هسته اسپرم و شمارش     
بــراي محاســبه ضــريب . از همــان بيمــار اســتفاده شــد

واريانس از فرمول انحـراف معيـار تقسـيم بـر ميـانگين             
 استفاده و ضريب واريانس در نتايج كمتـر         100ضربدر  

 .ي بلوغ هسته تعيين شدبراي تمامي تستها% 11از 
افـزار   آنـاليز آمـاري بـا اسـتفاده از نـرم           :آناليز آماري  -

SPSS-10افــزار  بــا اســتفاده از ايــن نــرم.  انجــام گرفــت
ضريب همبستگي تمامي شاخصها بررسي و همچنين با        

 ، اختلاف ميـانگين درصـد لقـاح       t-testاستفاده از آزمون    
امتيـاز  هاي با پرونوكلئـوس نامسـاوي و         درصد زيگوت 

و % 30 مثبـت كمتـر از       CMA3كيفيت جنين در دو گروه      
 .تعيين شد% 30بيشتر از 

 
 نتايج
هاي با پيش     اووسيت ارتباط بين درصد     1  شماره جدول
اسـپرم را   هاي نامساوي يا آنوماليهاي كروماتيس        هسته

دار    يك ارتباط معنـي    ICSI  روش دهد در مورد    نشان مي 
 با كمبود پروتامين    هاي نامساوي   پيش هسته بين درصد   

و هيستون اضافي موجود در اسپرم شستشو داده شده         
يـك ارتبـاط منفـي بـين درصـد       همچنـين  ؛مشـاهده شـد  

هـاي نامسـاوي و توانـايي         هاي با پـيش هسـته       اووسيت
 SDS+EDTAخــروج از تــراكم اســپرم كــه بوســيله     

هــيچ يــك از بــين . بدســت آمــدگيــري شــده بــود  انــدازه

                                                           
3-Intra assay variation 
4-Inter assay variation 
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ــوق  ــاي ف  ــ پارامتره ــذكر ب ــوت ال ــا   ا درصــد زيگ ــاي ب ه
پرونوكلئوس نامساوي قبل از شستشو در نمونه سـيمن   

پارامترهاي اسـپرمي نيـز    همچنين با   .اي ديده نشد    رابطه
اگرچـه  .  مشاهده نشدICSI و IVFارتباطي در روشهاي    

) SDSتسـت   (در اين بررسي مطالعه پايداري كرومـاتين        
ست كـه  اين نتايج بيانگر آن ا. ارتباط مهمي مشاهده نشد   

ــا     ــامين ب ــود پروت ــا كمب ــر چــه درصــد اســپرمهاي ب ه
ــين قــدرت   اســپرمهاي داراي هيســتون اضــافي و همچن
خروج از تراكم اسپرم كمتر باشد، شانس تشكيل زيگوت 

جدول شـماره   (يابد  ونوكلئوس نامساوي افزايش مي   با پر 
 مثبـت  CMA3اي از محققـين     با توجه بـه اينكـه عـده       ). 1

 لـذا   ؛داننـد   در نمونه سيمن مي   واحد طبيعي   % 30كمتر از   
بيماران به دو گروه براساس درصد       2در جدول شماره    

CMA3   بندي شدند و نتايج بيانگر اسـت          مثبت آنها گروه

 ميــانگين اخــتلاف درصــد ICSI و IVFكــه در بيمــاران 
ها با پرونوكلئوس نامساوي و ميزان لقـاح در دو       زيگوت

 .شندبا متفاوت مي% 30گروه كمتر و بيشتر از 
 

  بحث
اي است كه در طـي آن گامـت نـر و مـاده بـا                 لقاح پديده 

. شوند ها تبديل مي هسته پيشالگوي متفاوت كروماتين به 
هـاي مـرتبط بـا لقـاح         اگرچه پذيرفته شده است كه پديده     

تا تكامل بطـور  كرده  ترجيحاً بصورت هماهنگ عمل   دباي
 در   ولـيكن هيچگونـه اطلاعـاتي      ؛طبيعي ادامه پيـدا نمايـد     

هاي غيرمسـاوي بـر روي تكامـل         هسته  پيشمورد تأثير   
هدف اين مطالعه ارزيابي آنوماليهايي     . جنين وجود ندارد  

ها  هسته پيشاست كه ممكن است در روند طبيعي تشكيل    
گزارشهاي اخير بيانگر اين اسـت كـه        . تأثير داشته باشد  

 IVF و ICSIدر روش   اسپرم و شاخصهاي اسپرميتستهاي بلوغ هستهبازيگوتهاي با اندازه پرونوكلئوس نامساويدرصد رابطه بين -1لدول
 

IVF ICSI 
P.value r  P.value r  

روش
 متغير

NS 24/0 NS 26/0  CMA3مثبت (BP) 
NS 33/0 001/0 51/0  CMA3مثبت (AP) 
NS 26/0- NS 17/0 پذيري با آنيلين بلو   رنگ(BP) 
NS 16/0 039/0 28/0 پذيري با آنيلين بلو  رنگ(AP) 
NS 10/0- NS 02/0  (BP) SDS 

NS 01/0 - NS 18/0  (AP) SDS 

NS 52/0 NS 11/0-  (BP) SDS+EDTA 

NS 07/0 041/0 28/0-  (AP) SDS+EDTA 

NS 22/0- NS 20/0-  ايندكس مورفولوژي(BP) 
NS 30/0- NS 23/0-  ايندكس مورفولوژي (AP) 
NS 04/0 – NS 14/0- تحرك اسپرم  
NS 04/0- NS 11/0-  تعداد اسپرم( Million/ml) 

مي
سپر

ي ا
صها

شاخ
م و 

سپر
ه ا
ست

غ ه
بلو

ي 
تها

تس
 

  
NS: Not significant 
BP:  اسپرمسازي آمادهقبل از  

 :AP اسپرم سازي آمادهبعد از 
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 ،هــا شــامل انــدازه هســته پــيشآنوماليهــاي مرفولوژيــك 
 ، بر رشد تخم   ،رگيري و توزيع محتويات آنها    موقعيت قرا 

از ميـان   ). 7-10(گـذارد  گزيني و حـاملگي تـأثير مـي        لانه
 نامسـاوي بـودن   ،هـا  هسـته   پيشمشخصات مرفولوژيك   

ــيش ــته پ ــين دارد   هس ــل جن ــر تكام ــتري ب ــأثير بيش .  ت
 تأثير دارد چنـدان     هسته  پيشفاكتورهايي كه روي اندازه     

 مـورد انـدازه      فقـط يـك گـزارش در       ،انـد  مشخص نشده 
 در انسان وجود دارد كـه حـاكي از          هسته  پيشنامساوي  

هـا مربـوط بـه       هسـته   پـيش آن است كه اندازه نامساوي      
 . باشد تغييرات بعد از بلوغ در اووسيت مي

 بـه   1999 و همكـارانش در سـال        Goudدر اين مطالعـه     
هـاي خـواهري در     اووسـيت هسته پيشبررسي وضعيت  

ICSI     سـاعت پـس از بلـوغ        6وغ يـا     بلافاصله بعـد از بل ـ 
هـاي   هسـته   پـيش پرداختند و نتيجـه گرفتنـد كـه درصـد           

 گيـرد    بـا تـأخير انجـام مـي       ICSIنامساوي هنگـامي كـه      
آنها پيشنهاد كردنـد كـه ايـن        . يابد افزايش مي )  ساعت 6(

 عـدم   ؛مربوط بـه فاكتورهـاي زيـر باشـد        تواند    ميپديده  
 ناشـي از    تواند خروج از تراكم كروماتين بطور كامل مي      

كاهش فعاليـت فاكتورهـاي لازم جهـت خـروج از تـراكم           
 ).18 ،17(مانند كاهش سطح گلوتاتيون باشد

هــاي مســن بــه تحريكــات  افــزايش حساســيت اووســيت
خــودي ماننــد  شــدن خودبــه منجــر بــه فعـال  كننــده فعـال 

تواند ناشي از فرآيند     اين تحريكات مي  . گردد بكرزائي مي 
 ماده كاملاً   هسته  پيشنجر به   نهايت م در  تزريق باشد كه    

مشخص و يك هسته اسپرم متراكم و يا نسبتاً نـامتراكم           
 ).19(گردد مي

 ، و همكارانش انجام شد    Fulkaمطالعه ديگري كه توسط     
 2نشان داد كه نتيجه تزريـق اسـپرم بـا تـأخير بـيش از            

 تشـكيل   ،شـده مـوش    هـاي فعـال    ساعت به داخل تخمـك    
گزينـي   ن تكامـل و لانـه     ها و همچني   هسته  پيشغيرطبيعي  

ايـن محققـين چنـين نتيجـه        . باشـد  غيرطبيعي جنـين مـي    
اند كه فاكتورهاي سيتوپلاسـمي كـه امكـان تبـديل            گرفته

 دهـد در طـي      مـي پـدري    هسـته   پـيش هسته اسپرم را به     
شدن تخمـك كـاهش     ساعت پس از لقاح يا با فعال    2-5/1

 يابد و بنابراين ژن پدري كه در اولين سـيكل سـلولي            مي
 ،د و يا بـا سـيكل سـلولي همگـام نشـود            نتخم شركت نك  

تواند بعنوان يك بخش فعال در ژنوم جنيني شـركت           نمي
 ). 20(كند

ها و سيكل سلولي بين گامت       هسته  پيشهماهنگي تشكيل   
مــرد و زن بــه شــدت بــه ســاختمان كرومــاتين اســپرم  

ــي مراحــل ســاخت اســپرم ). 13(وابســته اســت  ،1در ط
ــت   ــايگزين هيس ــامين ج ــيپروت ــل  ون م ــود و پ ــاي  ش ه

سولفيدي مطلـوب در طـي مراحـل سـاخت اسـپرم و          دي
اين ساختار بعـداً بـا      . شوند ديديم تشكيل مي   عبور از اپي  

ــاي    ــين گروههـ ــي بـ ــدهاي غيركوالانسـ ــكيل پيونـ تشـ
). 21(گردنـد   بعد از انزال پايدارتر مي    +Zn²سولفيدريل و   

 باندهاي دي سـولفيدي بـا       ،+Zn²و برداشت   پس از لقاح    
                                                           
1-Spermiogenesis 

   امتياز مجموع، درصد لقاح، نامساويپرونوكلئوس اختلاف درصد زيگوتهاي با  و انحراف معيار مقايسه ميانگين-2جدول   
 ICSI و IVFكيفيت جنين در

 

IVF ICSI 
P-Value CMA3>30 CMA3<30 P-Value CMA3>30 CMA3<30 

روش
 متغير

026/0 3/41±5/42 2/25±1/26 001/0 6/39±7/50 9/21±8/22  (%)زيگوتهاي با پرونوكلئوس نامساوي 
036/0 6/32±3/56 9/30±5/74   (%)لقاح 6/16±9/78 1/25±66 033/0

 
NS: Not significant
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بـه دنبـال    . كند اليت گلوتاتيون اووسيت كاهش پيدا مي     فع
هـــا جـــايگزين  ايـــن پديـــده پروتامينهـــا بـــا هيســـتون

و بعــد از اينكــه پروتــامين در ســاختمان ) 22(شــوند مــي
توانـد روي ايـن       فعال نمي  MPF ،اسپرم سازماندهي شد  

ــد   ــل كن ــاتين عم ــوع كروم ــپرم از  ؛ن ــابراين اس  PCC بن
در  MPFبـدنبال غيرفعـال شـدن       ). 13(شود افظت مي مح

پي فعـال شـدن اووسـيت و جـايگزيني هيسـتون بجـاي              
شـود كـه نتيجـة آن      نر تشـكيل مـي  هسته پيشپروتامين  

 .هماهنگي سيكل سلولي است
ــود      ــه كمب ــاتين منجمل ــالي كروم ــه آنوم ــپرمهايي ك اس
پروتامين يا هيستون اضافي دارند احتمالاً در طـي لقـاح           

 مشـاهده شـده بـا انـواع         PCCنوع  .  هستند PCCمستعد  
 در اثر كمبود    PCCآنوماليهاي اسپرم ممكن است با نوع       

 چنـين مـوقعيتي در      .كامل پروتامين فـرق داشـته باشـد       
تزريق اسـپرماتيد نابـالغ بـه داخـل اووسـيت هـم ديـده               

بـودن   شود كه در واقع اين يكـي از دلايـل اصـلي كـم      مي
ــپرماتيد   ــق اســ ــت تزريــ ــزان موفقيــ ــردميــ  هاي گــ

)ROSI (اســت)بنــابراين وقتــي اســپرمي بــا كمبــود ). 13
 وارد اووسـيت در     ،نسبي پروتامين يا هيسـتون اضـافي      

 بـه   PPCCشود ممكـن اسـت پديـده          مي IIمتافاز  مرحله  
در نتيجه ممكن است مدت زماني كه جهـت         . وقوع پيوندد 

كشد باعـث انـدازه غيريكسـان         طول مي  PPCCخروج از   
امكان دارد اين فرضيه تفسيري براي      . ها شود  هسته  پيش

ــامين     ــود پروت ــين كمب ــده ب ــاهده ش ــت مش ــاط مثب  ارتب
)CMA3 و درصـد   ) آنيلين بلـو  ( هيستون اضافي    ،) مثبت

 ).1جدول(هسته نامساوي باشد ها با اندازه پيش زيگوت
هـا پـس از شستشـو        كه اين رابطه تنها با نمونـه       از آنجا 

 تفسير كـرد كـه   توان مشاهده شد اين تفاوت را چنين مي   
 ناشي از اين حقيقت اسـت كـه تعـداد زيـادي از              ،اختلاف

ــي    ــد در ط ــي دارن ــاتين غيرطبيع ــه كروم اســپرمهايي ك
ــاده  ــهاي آم ــي   روش ــذف م ــازي ح ــوند س و   ) 23،24(ش

هـاي   هـايي كـه از ابتـدا سـطح بـالايي از آنومـالي              نمونه
 احتمالاً هنـوز    ، پس از شستشوي نمونه    ،كروماتين دارند 

 كـه   ،هايي با كرومـاتين غيرطبيعـي هسـتند        داراي اسپرم 
 بـه   ICSIاحتمال ورود اين اسپرمهاي غيرطبيعي در طي        

 ). 2،5(داخل اووسيت وجود دارد
 هـيچ ارتبـاطي بـين       ICSI برخلاف روش    IVFدر روش   

هاي غيرمساوي بـا كمبـود پروتـامين         هسته  پيشدرصد  
مشاهده نشد و ايـن ممكـن اسـت ناشـي از ايـن حقيقـت                

ناپلاسيدا مانند يك سد در مقابل اسـپرمهاي        باشد كه زو  
 ؛كنـد  كمبود پروتامين يـا هيسـتون اضـافي عمـل مـي           با  

هــا توانــايي نفــوذكردن بــه داخــل  بنــابراين ايــن اســپرم
چون تحقيقات قبلي نشان داده اسـت       . اووسيت را ندارند  

بلـو بـراي تشـخيص        نسبت بـه آنيلـين     CMA3كه تست   
به همـين   ) 5(اشدب تري مي  كمبود پروتامين تست حساس   

هـــاي بـــا  دليـــل بـــين ايـــن تســـت و درصـــد زيگـــوت
دار بـا ضـريب      هـاي نامسـاوي رابطـه معنـي        هسـته   پيش

همچنين يك رابطه   . همبستگي بيشتري بدست آمده است    
ــه روش      ــراكم بـ ــروج از تـ ــايي خـ ــين توانـ ــي بـ منفـ

SDS+EDTA   هسـته   پيشهاي محتوي     با درصد زيگوت 
موضـوع   اين   .د مشاهده ش  ICSIهاي   نامساوي در نمونه  

تواند ناشي از اين حقيقت باشد كـه كرومـاتين چنـين             مي
شوند تمايل بيشتري    اسپرمهايي وقتي وارد اووسيت مي    

 دسترسـي   MPFبراي خروج از تراكم دارند و بنـابراين         
بيشتري به كرومـاتين دارد و سـريعتر روي كرومـاتين           

 يـك   ،گـردد   مـي  PPCCكند كـه منجـر بـه       اسپرم عمل مي  
ر اين است كه اسپرمهايي كه سـطح هيسـتون          تفسير ديگ 

 نسبت به اسپرمهايي كه سطح هيستون       ،آنها بالاتر است  
 ممكــن اســت بــراي خــروج از تــراكم ،تــري دارنــد پــايين

 ).25(توانايي بيشتري داشته باشند

 اسـپرمهاي بـا مرفولـوژي       ICSIشود در طـي      سعي مي 
طبيعي انتخاب و به تخمكها تزريـق شـوند كـه ايـن امـر               

هــاي  هســته پــيشب كــاهش درصــد زيگوتهــاي بــا موجــ
 اسـپرمها  ICSIدر صـورتيكه بـراي      . شـود  نامساوي مي 

ها  بصورت تصادفي انتخاب شود احتمالاً درصد زيگوت      
 .يابد  نامساوي افزايش ميهسته پيشبا 
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ــي    ــان م ــمندان نش ــر دانش ــات ديگ ــه   مطالع ــد ك در ده
% 30 مثبـت آنهـا بـيش از         CMA3هايي كه درصـد      نمونه
بنـابراين در ايـن     ). 3(تـر اسـت    ميزان لقاح پايين  شد  با  مي

بندي   مثبت گروه  CMA3مطالعه بيماران نسبت به سطح      
كه درصـد زيگوتهـا بـا    داد   نشان   2شدند و نتايج جدول     

 ضـريب كيفيـت و      ، ميزان لقـاح   ،هاي نامساوي  هسته  پيش
 مثبت آنها   CMA3در بيماراني كه    تقسيمات جنين   ميزان  

 مثبت  CMA3داراي  مقايسه گروه   است در   % 30بيش از   
  .باشد متفاوت مي% 30كمتر از 

ــانگر آن اســت كــه بررســي   ،در نتيجــه ــن مطالعــه بي  اي
هاي مني از اهميـت خاصـي    وضعيت كروماتين در نمونه  

از آنجايي كه كمبود پروتـامين نـه تنهـا     . برخوردار است 
 مؤثر اسـت بلكـه روي       IVFمستقيماً روي ميزان لقاح در    

 روي  هنتيج ـدر   و   ICSIها بعـد از      هسته  شپيمرفولوژي  
گزينـي نيـز مـؤثر       رشد اوليه رويان و احتمالاً روي لانـه       

 هــايي   بايــد از تكنيــكICSIبنــابراين بــراي ). 6،26(اســت
 
 
 
 

5-Nasr-Esfahani M.H., Razavi S., Mardani M. 
Relation between different human sperm nuclear 
maturity tests and in vitro fertilization. J Assist 
Reprod Genet. 2001;18 (4):199-205. 
6-Esterhuizen A.D., Franken D.R., Lourens J.G.H., 
Van Zyl C., Muller I.I., Van Rooyen L.H. Chromatin 
packaging as an indicator of human sperm 
dysfunction. J Assist Reprod Genet. 2000;17(9): 
508-14. 
7-Ludwig M., Schopper B., Katalinic A., Sturm R., 
Al-Hasani S., Diedrich K. Experience with the 
elective transfer of two embryos under the 
conditions of the German embryo protection law: 
results of retrospective data analysis of 2573 transfer 
cycles. Hum Reprod. 2000;15(2):319-24. 
8-Scott L., Alvero R., Lenodires M., Miller B.  
The morphology of human pronuclear embryo is 
positively related to blastocyst development and 
implantation. Hum Reprod. 2000; 15(11): 2394-403. 

 

اتين طبيعـي را از     استفاده شود كه اسـپرمهاي بـا كروم ـ       
 ). 23،24(نمونه جدا كند

ــون       ــداخلاتي همچ ــا م ــها ي ــت روش ــر اس ــلاوه بهت بع
 كـه ممكـن اسـت روي كيفيـت اسـپرم            1واريكوسلكتومي

تأثير گذارد و باعث بهبـود وضـعيت كرومـاتين اسـپرم            
 ). 27(دگرد انجام ICSIشود قبل از انجام 

 
 تشكر و قدرداني

ــاتي  ــرح تحقيقـ ــي از طـ ــه بخشـ ــن مطالعـ ــوب ايـ  مصـ
. باشد  پژوهشكده رويان مي  P/80078/80-80079شماره

نويسندگان مراتب تقـدير و تشـكر خـود را از مسـئولين             
ــان  ــه روي ــز  ،مؤسس ــان مرك ــين و كارشناس  متخصص

باروري و ناباروري اصفهان و همچنين مـديريت گـروه          
علوم تشريح دانشكده پزشـكي دانشـگاه علـوم پزشـكي           

 .دارند اصفهان ابراز مي
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